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Relatorio Descritivo da Patente de Invencao "PROCESSO PARA 
0 TESTE IMUNOENZIMATICO COM PROTEINA P26 RECOMBINANTE DO 
CAPSIDIO VIRAL NO DIAGNOSTICS DA ANEMIA INFECCIOSA EQUINA" 

A presente invencao refere-se ao campo geral de producao de 
testes imunodiagnosticos para deteccao de anticorpos contra agentes 

infecciosos. 

A anemia infecciosa equina (AIE) e uma das doencas mais 
antigas causadas por virus, tendo sido descrita pela primeira vez na Franca 
por LIGNEE, Rec. Med. Vet., 20:30, 1843, e reconhecida como doenca viral 
por VALLEE and CARRE. Acad. Scl., 139: 33 1-333, 1904. Ela afeta 
exclusivamente os membros da familia Equidae apresentando uma 
distribuicao mundial e grande importancia economica. 

No Brasil a AIE foi descrita pela primeira vez por DUPONT et al. 
In: Congresso Brasileiro de Veterinaria & Congresso Fluminense de Medicina 
veterinaria. Anais p.160-161,1968; por SILVA et al. In: Congresso Brasileiro de 
Veterinaria n Congresso Fluminense. deJvledicina Veterinaria, Anais p. 173-82, 
1968 e por GUERREIRO et al. . Boh. Inst Pesq. Vet. Desiderio Finamor 1/2: 3- 
-4, 1968 nos estados" da Guanabara • Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul. 
Atualmente apcevalencia da doenca e bastante alta no centre oeste,estima-se 
que mais de 50% dos animals estejam infectados, principalmente no Pantanal 
Matogrossense , Roraima, norte de Minas Gerais e sul da Bahia. Dados nao 
oficiais, tern mostrado urn aumento da incidencia da doenca em qutras regioes, 
mostrando desta forma que a doenca esta em expansao no territorio brasileiro. 

0 virus da AIE (V-AIE) e classificado como urn Antivirus 
pertencente a familia Retroviridae ( CHARMAN et al. J. Virol. 19(2): 1073- 



1076,1976), e genetica e antigenicamente relacionado a outros lentivirus que 
se caracterizam por causar infectpao persistente . Assim sendo, a AIE tern 
assumido papel especialmente importante em virologia comparativa e nos 
estudos recentes sobre a smdrome da imunodeficiencia adquirida (AIDS). 
Alem de identidade morfologica, ambos os virus possuem homologia em 
sequencias de nucleotideos que codificam proteinas estruturais, suas celulas 
primarias alvo sao monocitos/macrofagos. Estes virus apresentam variantes 
geneticos/antigenicos durante infec?6es persistentes, o que esta associado ao 
mecanismo de escape ao sistema imunologico MONTAGNIER et al. Ann. 
Virol., 135:119-134, 1984, MONTELARO et al. J. Biol. Chem., 259:10539- 
10544,1984, RUSHLOW et al. Virology, 155:309-321, 1986, STREICHER et 
al J. Am. Med. Assoc. 256:2390-2391, 1986, STOLER et al. J. Am. Med. 
Assoc. 256:2360-2364,1986 e HAHN et al. Science, 232:1548-1553, 1986. 

A transmissao da AIE ocorre principalmente por artropodes 
(tabanideos) que sugam sangue de animais que apresentam a forma aguda da 
doenga (transmissao mecanica) justificando a alta prevalencia da AIE em 
areas pantanosas e quentes propicias ao ciclo de vida destes vetores ISSEL et 
al. Vet. Microbiol. 17:251-286 : 1988. A AIE tambem pode ser transmitida pela 
placenta e colostro^de eguas com altos titulos de virus, e por agulhas e 
instruments cirurgicos contaminados com sangue COGGINS Comparative 
diagnosis of viral diseases, NY, 4:646-658, 1981. 

; A AIE pode apresentar-se nas formas aguda, subaguda, cronica e 
principalmente inaparente ou assintomatica ISSEL & COGGINS, J. Am. Vet. 
Med. Assoc. 174(7): 727-33, 1979, sendo que os sinais mais proeminentes sao 
episodios febris recorrentes, anemia hemolftica, anorexia, rapida perda de 
peso e edema ventral. 

Considerando a alta prevalencia de portadores assintomaticos, o 
diagnostico clinico nao conclusivo e a possibilidade de cpnfundir com outras 
doen^as como as tripanosomiases, piroplasmqse, leptospirose, hepatites e 
endoparasitoses o diagnostico laboratorial assume papel decisivo no controle 
e prevengao da AIE. 
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A tecnica para o diagnostico mais utilizada em todos os pai'ses, 
inclusive no Brasil como teste oficial, e a imunodifusao em gel de agar (IDGA), 
uma prova de precipitacao OUCHTERLONY, Imunochemistry, 3° ed.:106-7 
1968, adaptada por COGGINS & NORCROSS Cornell. Vet. 60(2):330-5, 1970, 
5 utilizando anti'geno produzido a partir de baco de cavalos infectados e 
NAKAJIMA & USHIMI Infect. Immun, 3(3):373-7, 1971, utilizando anti'geno 
preparado em cultura de leucocitos de cavalo. 

Dentre os testes imunoenzimaticos, a tecnica de ELISA (Enzyme- 
Linked Immunosorbent Assay) tern sido muito utilizada para detectar e 
10 quantificar anticorpos contra varios agentes biologicos como virus, bacterias e 
parasitas SCHUURS et al. Clin. Chim.Acta., 81:1-40, 1977, TODD et al. Vet. 
Rec. 107:124-126, 1980. Esta tecnica apresenta a vantagem de ser simples, 
rapida, especifica e sensi'vel. Varios laboratories tern desenvolvido reacoes de 
ELISA baseadas na extracao de proteinas (antigenos) do capsidio de virions 
15 cultivados em celulas de linhagem contmua MIA et al. Am. Assoc. Vet. Lab. 
Diagn., 25:159-166, 1982, SHANE et al. J. Clin. Microbiol., 19, 351-355, 
1984, SHEN et al. Am. J. Vet. Res., 45:1542-1543, 1984, SUGIURA et al. Bull. 
Equine Res. Inst., 23:42-48, 1986 e SUZUKI et al. Vet. Microbiol.,7:307-315, 
1982. Estas preparagoes antigenicas sao parcialmente purificadas e contem 
20 outras proteinas virais, bem como proteinas celulares e do soro fetal bovino 
utilizado no.meio de cultura. O^principaC componente destas preparacoes e 
portanto urnaVproteina do capsidio viral cujo peso molecular e 26 KDa, 
(denominada p26). Esta e a proteina mais abundante da partfcula viral 
PAREKH et al. Virology, ,107: 520-525,1 980, GELDERBLON, AIDS 5:617-638, 
1991, e altamente conservada dentre as amostras variantes dos virus isolados 
HUSSAIN et al. J.Virol. 61:2956-2961, 1987, SALINOVICH et al. J. Virol. 
57:71-80, 1986. e e alvo da resposta imune (cavalos infectados apresentam 
anticorpos especificos anti-p26). Outra tecnica bastante utilizada na 
identificacao de anticorpos especificos e a de "Western blot". Nesta tecnica os 
30 antigenos sao fracionados em eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS- 
PAGE), transferidos eletroforeticamente para urn papel de nitrocelulose onde 
se ligam irreversivelmente. No papel sao feitas reacoes com soros a serem 
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testados e sequencialmente com conjugados (anticorpos ligados a enzimas). A 
reacao e revelada atraves da adicao de substratos cromogenos com formacao 
de bandas coradas. ROSSMANITH & HORVATH et al. J. Vet. Med. B., 36:49- 
56, 1989. Uma variacao desta tecnica denominada "Dot-blot" tambem pode ser 
5 usada. Neste caso os antigenos nao fracionados sao adsorvidos passivamente 
no papel de nitrocelulose onde a reacao e revelada.da mesma forma descrita 
anteriormente para o "Western-blot". 

0 uso de protelna de capsidio (p26) recombinante em testes 
imunodiagnosticos, permite urn resultado mais confiavel, ja que nao estao 
10 presentes nesta preparacao antigenica, as protefnas . contaminantes 
provenientes de antigenos oriundos da muliplicacao do virus em cultivos 
celulares e que sao fontes de reaooes inespecificas. 

A metodologia usada para o teste imunoenzimatico que utiliza 
proteina p26 recombinante correspondente ao capsidio viral, consiste em 
5 adsorver o antigeno recombinante em suportes solidos (placas de 
microtecnica, tubos, beads ou papeis de nitrocelulose ou nylon) e proceder a 
analise dos soros (presenca de anticorpos) de animais suspeitos de infeccao 
pelo virus da anemia infecciosa equina. 0 processo podera ser melhor 
compreendido atraves da seguinte descricao detalhada em consonancia com a 
figura em anexo onde a adsorcao do antigeno (prote.'na p26 recombinante) ao 
suporte solido (1), efeita pela sua diluicao em.tampao carbonate (Na 2 C0 3 0 1- 
0,5 M; NaHC0 3 0,1-0,5 M, pH 8,0-9,6) , adicionado nas concentracoes de 
0,01-lng e'incubado a temperatura de 4-8°€ por 18-24 H. em placas de 
microtecnica, tubos ou beads; eletrotransferido ou transferido passivamente 
nas mesmas-cencentracoes para papeis de nitrocelulose ou nylon. Apos a 
adsorcao do antigeno, o suporte foi lavado de 3 a 6 vezes com solucao tampao 
(NaH 2 P0 4 0,01-0,02 M, Na 2 HP0 4 0,01-0,02 M, KCI 0,02-0,04 M, NaCI 0,8-0,9% 
PH 7,0-7,5),acrescida de tween 20 a 0,05-0,1% (Tampao-Tween): Em seguida 
para o bloqueio dos sitios inespecificos de ligacao (2) o suporte usado foi 
mcubado com solucao de bloqueio (leite em po desnatado 1-5% .albumina 
bovina 1-5% ou caseina 1-5% em tampao-Tween) por 30-60 min em 
temperatura de 23°C-37°C. Apos nova lavagem do suporte com tampao- 
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Tween, como descrito anteriormente, prosseguiu-se a etapa de reacao com 
soros controles (positivo e negativo) e soros testes, onde os anticorpos 
presentes nos soros positivos se ligam ao anti'geno da fase solida (3). Os 
soros controle positivo, negativo e soros testes foram diluidos em tampao- 
5 tween e incubados a temperatura de 23°C-37°C. Apos nova lavagem do 
suporte com tampao-tween foi feita a reacao com conjugado, onde a anti- 
imunoglobulina equina se liga aos anticorpos que estao ligados aos antigenos 
(4). 0 conjugado pode ser uma anti-imunoglobulina equina conjugado a 
enzima peroxidase ou qualquer outra enzima como acetilcolinesterase, lactato 
desidrogenase, p-galactosidase, glicose oxidase, fosfatase alcalina, e outras. . 
Este conjugado foi diluido em tampao-Tween de acordo com seu tftulo e 
adicionado ao suporte com incubacao a 23°C-37°C por 30-60 min. Foi feita 
nova lavagem do suporte com tampao-Tween e seguiu-se a revelacao da 
reacao (5) onde a enzima do conjugado transforma o substrato de incolor para 
urn produto corado. A solucao reveladora e composta do substrato da enzima 
utilizada no conjugado que no caso da peroxidase, por exemplo, e o 
ortofenilenodiamino diluido em tampao fosfato ou citrato 0,1-0,2 M, pH 5,0-8,0. 
Apos o desenvolvimento de cor, que e proporcional a concentracao de 
anticorpos especificos em cada amostra, foi acrescentado solucao de acido 
fixo (acido sulfurico) para paralizacao da reacao (6), onde o acido interrompe a 
reacao anterior. Para o resultado final foi feita a leitura (7) da. intensidade de 
cor formada em cada reacao (amostra), Esta leitura . foi, feita visualmente (a 
olho nu) ou em espectrofotometro, em absorbancia, com um..filtro especifico 
para cor formada pela solucao reveladora. 



8- "PROCESSO PARA 0 TESTE IMUNOENZIMATICO COM 
PROTEINA P26 RECOMBINANTE DO CAPSfDIO VIRAL NO DIAGNOSTICO 
DA ANEMIA INFECCIOSA EQUINA" de acordo com a reivindicacao 1 
caracterizado pelo fato de que a paralizacao da reacao, onde o acido 
-nterrompe a reacao anterior (6) e feita com solucao de acido sulfurico ou 
qualquer ouira solucao acida ou basica que paralize a reacao. 

9- "PROCESSO PARA O TESTE IMUNOENZIMATICO COM 
PROTEINA P26 RECOMBINANTE DO CAPSIDIO VIRAL NO DIAGNOSTICO 
DA ANEMIA INFECCIOSA EQUINA" de acordo com a reivindicacao 1 
caracterizado pelo fato de que a leitura da intensidade de cor formada em 
cada reacao (7) e feita a olho nu, em espectrofotometro ou em qualquer 
instrumento capaz de medir a intensidade da cor formada. 



RESUMO 

Patente de Invengao "PROCESSO PARA O TESTE 
IMUNOENZIMATICO COM PROTEIN A P26 RECOM BIN ANTE DO CAPSIDIO 
VIRAL NO DIAGNOSTICO DA ANEMIA INFECCIOSA EQUINA" 

5 A presente inven?ao diz respeito ao teste imunoenzimatico com 

antfgeno viral p26 recombinante para ser usado no diagnostico da anemia 
infecciosa equina. O teste denominado indireto, detecta anticorpos anti- 
protefna p26 do virus da anemia infecciosa equina em soros de animais 
infectados. 0 antfgeno foi adsorvido em suportes solidos (placas de 

10 microtecnica, tubos, beads ou papeis de nitrocelulose ou nylon) e colocado a 
reagir (incubado) com os soros testes. Apos incuba?ao com conjugado (Anti- 
imunoglobulina equina-enzima) a reapao foi revelada com solu?ao composta 
do substrato da enzima usada no conjugado (cromogeno). Apos 
desenvolvimento da rea?ao (formagao de cor) a mesma foi paralizada com 

15 solugao acida e lida visualmente (a olho nu) ou em espectrofotometro com urn 
filtro especrfico para a cor formada. 



